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	Tóm tắt
Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá hiệu quả tiêu diệt nhuyễn thể của dịch trích methanol lá cây Thâu dầu trên ốc bưu vàng. Cao chiết lá cây Thầu dầu được chiết xuất theo phương pháp ngâm dầm với dung môi methanol và kết hợp với sóng siêu âm. Hiệu quả tiêu diệt nhuyễn thể được đánh giá bằng phương pháp mồi và ngâm. Tỷ lệ tử vong được phân tích bằng mô hình hồi quy Probit. Các hoạt chất sinh học của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu được sàng lọc bằng phương pháp hóa học. Hàm lượng phenolic và flavonoid được xác định bằng phương pháp quang phổ. Kết quả nghiên cứu cho thấy, độ ẩm của lá cây Thầu dầu đạt 68,79% và hiệu suất trích cao của lá cây Thầu dầu đạt 6,35%. Sau 24 giờ, giá trị LC50 và LC90 của dịch trích methanol lá cây Thầu dầu với ốc bưu vàng bằng phương pháp ngâm lần lượt là 264,31 ppm và 891,68 ppm. Giá trị LC50 và LC90 của dịch trích methanol lá cây Thầu dầu với ốc bưu vàng bằng phương pháp mồi lần lượt là 146,27 ppm và 505,58 ppm. Cao chiết methanol lá cây Thầu dầu có sự hiện diện của các hợp chất sinh học như alkaloid, flavonoid, terpenoid, saponin, tannin và phenol. Hàm lượng phenolic và flavonoid của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu lần lượt là 94,77 mg gallic acid/g; 50,34 mg quercetin/g cao.
Từ khóa: cây Thầu dầu, ốc bưu vàng, tiêu diệt nhuyễn thể, LC50, LC90.
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Abstarct
This research is aimed to evaluate the molluscicidal effect of Ricinus communis leaves methanolic extract on Pomacea canaliculata snails. Ricinus communis leaves extract was extracted by combining the immersion method use solvent methanol and ultrasound. Effectiveness of the molluscicidal was determined by bait and immersion methods. Mortality data were analyzed using probit regression model. Phytochemical screening of Ricinus communis leaves was analyzed using chemical methods. The content of phenolic and flavonoid were determined by the spectrophotometer method. The results showed that the moisture content was 68.79% and extraction efficiency of Ricinus communis seeds 6.35%. After 24h, Ricinus communis leaves has molluscicidal with LC50 and LC90 value of immersion method 264.31 ppm and 891.68 ppm, respectively. Ricinus communis leaves has molluscicidal with LC50 and LC90 value of bait method 146.27 ppm and 505.58 ppm, respectively. The methanol extract of Ricinus communis leaves contained biological compounds such as alkaloids, saponin, flavonoids, terpenoid, tannins and phenols. The phenolic and flavonoid of Ricinus communis leaves per g of dry weight were 94.77 mg gallic acid/g; 50.34 mg quercetin/g.
Keywords: Pomacea canaliculata, LC50, LC90, Ricinus communis leaves, molluscicidal.
1. Giới thiệu
Cây Thầu dầu (Ricinus communis) là một loại thảo mộc thuộc họ dền, thường mộc hoang ở các nơi như ven đường, đất hoang và gần hang rào,... Theo kinh nghiệm dân gian, cây Thầu dầu dung để điều trị một số bệnh như các bệnh về da, chảy máu sau sinh và băng vết thương,… 1. Trong úa trình canh tác lúa, ốc bưu vàng (Pomacea canaliculata) là một loài ốc nước ngọt lớn và được liệt kê là 01 trong trong “100 loài ngoại lai xâm hại và phá hoại nhất thế giới” theo Cơ sở dữ liệu nhóm các loài xâm lấn toàn cầu 2. Ốc bưu vàng có thể tấn công và phá hủy thân và lá non của cây lúa và ốc bưu vàng có thể ăn khoảng 7-24 cây lúa mỗi ngày 3. Việc áp dụng các thuốc diệt nhuyễn thể tổng hợp (niclosamide và metaldehyde) để kiểm soát ốc bưu vàng được sử dụng rộng rãi để kiểm soát ốc một cách hiệu quả. Niclosamide đã trở thành một trong những loại thuốc sử dụng để kiểm soát và diệt trừ ốc bưu vàng phổ biến do tiêu diệt nhanh ốc 4. Tuy nhiên, tác động tiêu cực của thuốc diệt nhuyễn thể đối với môi trường và chi phí sản xuất cao. Xuất phát từ thực tế đó, các nhà khoa học đã quan tâm và nghiên cứu tìm kiếm các loại thuốc diệt nhuyễn thể có nguồn gốc từ thực vật. Thuốc diệt nhuyễn thể từ thực vật là loại thuốc đặc trị mục tiêu, an toàn với môi trường và đảm bảo an toàn về độc tố 5,6. Thuốc diệt nhuyễn thể từ thực vật từ lâu đã được khám phá như là những lựa chọn thay thế hiệu quả cho các chất hóa học tổng hợp do độc tính thấp đối với các sinh vật không phải mục tiêu, khả năng phân hủy sinh học và do chúng ít tốn kém hơn ở dạng thô, ngoài ra còn ngăn ngừa sự phát triển tình kháng thuốc chống lại hỗn hợp các hợp chất có hoạt tính sinh học trong thực vật 7. Hơn nữa, thuốc diệt nhuyễn thể từ thực vật dễ kiếm và sử dụng hơn thuốc diệt nhuyễn thể tổng hợp nhập khẩu. Với những đặc điểm thuận lợi về nguồn nguyên liệu và tiềm năng của thực vật làm thuốc diệt nhuyễn thể. Từ đó, nghiên cứu: “Hiệu quả ức chế nhuyễn thể ốc bưu vàng (Pomacea canaliculata) của dịch trích methanol lá cây Thầu dầu (R.communis)” nhằm đánh giá hiệu quả tiêu diệt nhuyễn thể trên đối tượng ốc bưu vàng; góp phần giảm thải ô nhiễm môi trường và gia tăng giá trị nguồn cây thảo dược.
2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu
2.1 Nguyên vật liệu
Nguyên liệu lá cây Thầu dầu được thu từ nhà lưới Trung tâm Công nghệ Sinh học tỉnh An Giang (Tỉnh lộ 941, ấp Vĩnh Phước, xã Vĩnh Bình, huyện Châu Thành, tỉnh An Giang). Hóa chất và thiết bị gồm máy đo quang phổ (Human, Hàn Quốc), máy đông khô chân không (Christ, Đức), máy ly tâm (Orto alresa, Tây Ban Nha), máy cô quay chân không (Eyala, Nhật Bản), quercetin, gallic acid, Folin-Ciocalteu (Merck, Mỹ), máy đo pH (Mettelo, Thụy Sĩ),… hóa chất và thiết bị cần thiết khác.
2.2 Phương pháp nghiên cứu
2..2.1 Phương pháp tạo cao chiết từ lá cây Thầu dầu
Lá cây Thầu dầu được loại bỏ lá bị bệnh, thu phần lá sạch và đông khô bằng máy đông khô trong 96 giờ và nghiền thành bột mịn. 300 g mẫu bột được ngâm dầm với dung môi methanol với tỷ lệ nguyên liệu và dung môi là 1:10 (w/v), ở nhiệt độ phòng và kết hợp bằng sóng siêu âm trong 12 giờ, ngâm trong 72 giờ và để trong tối để tránh quá trình oxy hóa. Sau đó, hỗn hợp được ly tâm 5.000 vòng/phút trong 20 phút, thu phần dịch và bỏ phần cặn. Phần dịch được lọc qua giấy lọc Whatman 0,45µm, thu dịch lọc, phần dịch lọc sau đó được tiến hành cô quay chân không để đuổi dung môi. Dịch lọc sau khi cô quay đuổi dung môi được tiến hành đông khô bằng máy đông khô để thu cao chiết lá cây Thầu dầu. Cao chiết lá cây Thầu dầu sau khi đông khô được bảo quản ở điều kiện nhiệt độ -200C và thực hiện các nghiên cứu tiếp theo. 
2.2.2 Chuẩn bị ốc bưu vàng thí nghiệm
Tiến hành thu thập những con ốc bưu vàng trưởng thành tại ruộng lúa của Trung tâm Công nghệ sinh học tỉnh An Giang Ốc bưu vàng được vận chuyển trong các xô nhựa có chứa nước từ môi trường thu thập và vận chuyển về phòng thí nghiệm. Ốc được cho ăn bột lá diếp cá bằng cách rải khoảng 0,25 g bột vào mỗi xô trong 24 giờ, được nuôi ở nhiệt độ phòng, thời gian chiếu sáng 12 giờ và 12 giờ tối và thay nước sau mỗi 3 ngày (Hình 1). 
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Hình 1. Thu thập ốc thí nghiệm trên đồng ruộng (a), (b) ốc thu thập vận chuyển về phòng thí nghiệm, (c) chuẩn bị đo kích thước ốc để tiến hành thí nghiệm và tiến hành thí nghiệm ngâm (d).

2.2.3 Đánh giá hiệu quả diệt nhuyễn thể bằng phương pháp ngâm
Hiệu quả quả diệt nhuyễn thể bằng phương pháp ngâm theo phương pháp 8 và có sự điều chỉnh cho phù hợp điều kiện thí nghiệm. Chuẩn bị dịch trích thực vật lá cây Thầu dầu ở các nồng độ khác nhau bằng nước cất. 10 con ốc bưu vàng trưởng thành có đường kính từ 14-17 mm được ngâm trong các dịch trích thực vật có nồng độ khác nhau trong 24 giờ ở điều kiện nhiệt độ phòng và không có bổ sung thức ăn. Niclosamide nồng độ 20 ppm và nước cất được sử dụng là mẫu đối chứng dương và âm. Sau 24 giờ thí nghiệm, ốc ở các nghiệm thức được rửa bằng nước cất và chuyển qua môi trường nước cất và cho ăn bằng rau muống trong 24 giờ. Kiểm tra sự sống và chết của ốc để tiến hành tính giá trị LC50 và LC90.
2.2.4 Đánh giá hiệu quả diệt nhuyễn thể bằng phương pháp mồi
Hiệu quả quả diệt nhuyễn thể bằng phương pháp mồi theo 9. Chuẩn bị dịch trích thực vật lá cây Thầu dầu ở các nồng độ khác nhau bằng nước cất. Pha loãng trong 10 mL nước cất và phối trộn vào 5 g hỗn hợp hém rượu và cám gạo để đạt trọng lượng mỗi viên 15 g. 10 con ốc bưu vàng có đường kính từ 14-17 mm được cho lên đĩa petri có chứa 15 g thức ăn sẵn có và bông ướt để đảm bảo nhu cầu ẩm độ của ốc trong 24 giờ. Đối chứng dương (niclosamide nồng độ 20 ppm) được thực hiện tương tự. Sau 24 giờ thử nghiệm, độc tính của cao chiết đối với ốc bưu vàng được phản ánh trong việc tiết ra chất nhầy từ những con ốc được thử nghiệm. Các dấu hiệu tử vong của ốc được coi là cứng và thiếu cử động.
2.2.5 Định tính một số hợp chất sinh học có trong cao chiết methanol lá cây Thầu dầu
Xác định hợp chất trong cao chiết methanol lá cây Thầu dầu theo 10.
Bảng 1. Định tính các hợp chất sinh học có trong cao chiết methanol lá Thầu dầu.
	Hợp chất
	Thực nghiệm
	Hiện tượng

	Alkaloid (Dragendorff)
	1mL dịch trích + vài giọt TT  Dragendorff
	Xuất hiện màu đỏ cam

	Flavonoid
	1mL dịch trích + 2mL Pb(OAc)4 10%
	Xuất hiện màu vàng

	Saponin (Foam)
	3mL dịch trích+6mL H2O→ đun nóng
	Xuất hiện bọt

	Steroid (Salkowski)
	1mL dịch trích + 2mL CHCl3 + 2mL H2SO4đậm đặc
	Xuất hiện vòng đỏ nâu giữa 2 lớp

	Tannin và phenol
( Braymer)
	0,5mL dịch trích + 10mL H2O + 2-3 giọt FeCl3 0,1%
	Kết tủa xanh dương đen

	Terpenoid
	2mL dịch trích + 2mL (CH3CO)2O + 2-3 giọt H2SO4đậm đặc
	Xuất hiện màu đỏ đậm


2.2.6 Phân tích hàm lượng phenolic và flavonoid của cao chiết cây Thầu dầu
Hàm lượng flavonoid tổng được tiến hành theo 11: lấy 10 mg quercetin hòa tan trong 1 mL ethanol 80%. Hút 0,1 mL quercetin, thêm vào 0,3 mL nước cất, 0,03 mL NaNO2 5%. Ủ 5 phút ở 250C, thêm 0,03 mL AlCl3 10%. Ủ thêm 5 phút, sau đó cho thêm 0,2 mL NaOH 1 mM. Thêm nước cất để tổng thể tích là 1 mL. Đo ở bước sóng 510 nm. Tiến hành tương tự với cao chiết lá cây Thầu dầu. Hàm lượng flavonoid tổng được xác định theo công thức: C = c * V/m
Trong đó: C: hàm lượng flavonoid tổng (mg quercetin/g chiết xuất); c: giá trị x từ đường chuẩn với quercetin (mg/mL); V: thể tích dịch chiết (mL); m: khối lượng cao chiết có trong V (g).
Hàm lượng phenolic tổng được xác định theo 12: chuẩn bị dung dịch gallic acid nồng độ khác nhau; thuốc thử Folin-Ciocalteu 10% được pha loãng với nước. Lần lượt cho 1 mL dung dịch gallic acid vào 2,5 mL thuốc thử Folin-Ciocalteu 10% và để phản ứng trong 5 phút; sau đó, thêm tiếp vào 2 mL dung dịch Na2CO3 2%. Sau 45 phút phản ứng ở nhiệt độ phòng, độ hấp thụ ở bước sóng 765 nm. Tương tự các mẫu cao chiết lá cây Thầu dầu. Hàm lượng phenolic tổng được tính theo công thức: P = a x V/m 
Trong đó: P: hàm lượng phenolic tổng (mg gallic acid/g cao chiết); a: giá trị x từ đường chuẩn với gallic acid (g/mL); V: thể tích dung dịch cao chiết (mL); m: khối lượng cao chiết có trong thể tích V (g).
2.3 Phương pháp thống kê
Số liệu được xử lý bằng phần mềm Excel và thống kê bắng phần mềm Statgraphics plus 16.0. Tính giá trị LC50 và LC90 bằng phần mềm Probit.
3. Kết quả và thảo luận
3.1 Phương pháp tạo cao chiết nước từ lá cây Thầu dầu
Để đánh giá hiệu quả của phương pháp trích cao, người ta thường dựa trên hiệu suất trích cao. Độ ẩm của lá cây Thầu dầu là 68,79% và cây Thầu dầu được chiết xuất với các dung môi khác nhau là 300 gram (khô) và hiệu suất trích cao đạt 6,35% (Bảng 2). 
Bảng 2. Độ ẩm, hiệu suất cao chiết methanol lá cây Thầu dầu.
	Chỉ tiêu theo dõi
	Cao chiết methanol

	Khối lượng mẫu tươi (g)
	3.000

	Độ ẩm (%)
	68,79

	Khối lượng mẫu khô (g)
	300

	Khối lượng cao khô (g)
	19,07

	Hiệu suất chiết (%)
	6,35


3.2 Hiệu quả diệt nhuyễn thể của cao chiết bằng phương pháp ngâm
Hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu bằng phương pháp ngâm có sự khác biệt giữa các nồng độ thí nghiệm (Bảng 3). Sau 24 giờ thí nghiệm, hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng tăng tuyến tính theo nồng độ thí nghiệm. Cụ thể, ở nồng độ cao chiết 800 ppm và 1000 ppm, hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng đạt 100%; kế đến, ở nồng độ cao chiết 600 ppm, hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng đạt 66,66% và thấp nhất ở nồng độ cao chiết o ppm, hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng đạt 0%. Tiến hành xác định giá trị LC50 và LC90 sau 24 giờ tiến hành thí nghiệm của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu đạt lần lượt là LC50 = 264,31 ppm và LC90 = 891,68 ppm (Hình 2 và 3). Đối chứng dương Niclosamide cho hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng 100% với nồng độ 20 ppm. 
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Hình 2. Bố trí thí nghiệm ảnh hưởng của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu và chất đối chứng dương niclosamide bằng phương pháp ngâm.
Ghi chú: (a, b) chuẩn bị nồng độ thí nghiệm; (c) chuẩn bị ốc thí nghiệm; (d) ốc cho từng nghiệm thức khác nhau.






Bảng 3. Tỷ lệ chết nhuyễn thể (%) của cao chiết methanol methanol lá cây Thầu dầu bằng phương pháp ngâm.
	Nồng độ (ppm)
	Số lượng (con)
	Sau 24 giờ thí nghiệm
	Giá trị LC50
	Giá trị LC90

	
	
	Sống
	Chết
	
	

	0
	30
	30
	0
	264,31 ppm
	891,68 ppm

	25
	30
	30
	0
	
	

	50
	30
	28
	3
	
	

	100
	30
	26
	6
	
	

	200
	30
	24
	9
	
	

	400
	30
	18
	14
	
	

	600
	30
	10
	22
	
	

	800
	30
	0
	30
	
	

	1000
	30
	0
	30
	
	

	Niclosamide
	30
	0
	30
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Hình 3. Hình dạng diệt nhuyễn thể của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu và chất đối chứng dương niclosamide sau 24 giờ thử nghiệm bằng phương pháp ngâm.
Ghi chú: (a) nghiệm thức đối chứng âm; (b) dối chứng dương; (c) cao chiết 25 ppm; (d) cao chiết 50 ppm; (e) cao chiết 100 ppm; (f) cao chiết 200 ppm; (g) cao chiết 400 ppm; (h) cao chiết 600 ppm; (k) cao chiết 800 pmm và (l) cao chiết 1.000 ppm.
Bảng 4. Tỷ lệ chết nhuyễn thể (%) của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu bằng phương mồi.
	Nồng độ (ppm)
	Số lượng (con)
	Sau 24 giờ thí nghiệm
	Giá trị LC50
	Giá trị LC90

	
	
	Sống
	Chết
	
	

	0
	30
	30
	0
	
	

	25
	30
	29
	1
	
	

	50
	30
	27
	6
	
	

	100
	30
	24
	10
	146,27 ppm
	505,58 ppm

	200
	30
	19
	15
	
	

	300
	30
	15
	21
	
	

	400
	30
	10
	26
	
	

	500
	30
	0
	30
	
	

	Niclosamide
	30
	0
	30
	
	



3.3 Hiệu quả diệt nhuyễn thể của cao chiết bằng phương pháp mồi
Hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu bằng phương pháp mồi có sự khác biệt giữa các nồng độ thí nghiệm (Bảng 4). Sau 24 giờ thí nghiệm, hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng tăng tuyến tính theo nồng độ thí nghiệm. Cụ thể, ở nồng độ cao chiết 500 ppm, hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng đạt 100%; kế đến, ở nồng độ cao chiết 400 ppm, hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng đạt 86,66% và thấp nhất ở nồng độ cao chiết 0 ppm, hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng đạt 0%. Tiến hành xác định giá trị LC50 và LC90 sau 24 giờ tiến hành thí nghiệm của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu đạt lần lượt là LC50 = 146,27 ppm và LC90 = 505,58 ppm (Hình 4 và 5). Đối chứng dương Niclosamide cho hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng 100% với nồng độ 20 ppm. 
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Hình 4. Bố trí thí nghiệm ảnh hưởng của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu và chất đối chứng dương niclosamide bằng phương pháp mồi.
Ghi chú: (a) chuẩn bị nồng độ thí nghiệm; (b) chuẩn bị ốc thí nghiệm; (c) ốc cho từng nghiệm thức khác nhau; (d) chuẩn bị thức ăn thí nghiệm.
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Hình 5. Hình dạng ốc bưu vàng sau 24 giờ thử nghiệm bằng phương pháp mồi.
Ghi chú: (a) nghiệm thức đối chứng âm; (b) nghiệm thức đối chứng dương; (c) Nghiệm thức 25 ppm; (d) Nghiệm thức 50 ppm; (e) Nghiệm thức 100 ppm; (f): Nghiệm thức 200ppm; (g): Nghiệm thức 300ppm; (h): Nghiệm thức 400ppm và (k): Nghiệm thức 500 ppm.
3.5 Định tính một số hợp chất sinh học có trong cao chiết methanol lá cây Thầu dầu
Cao chiết methanol lá cây Thầu dầu từ các dung môi khác nhau điều có sự hiện diện của các hợp chất alkaloid, terpenoid, flavonoid, terpenoid, tanin và phenol (Bảng 5). Kết quả tương tự nghiên cứu của 13 cho rằng, dịch trích lá cây Thầu dầu có sự hiện diện của các hợp chất như saponin, flavonoid, alkaloid, terpenoids, steroid, tanin và phenol. 
Bảng 5. Định tính một số hợp chất có hoạt tính sinh học của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu.
	Chỉ tiêu theo dõi
	Cao chiết methanol 

	Saponin 
	(+)

	Flavonoid
	(+)

	Terpenoids 
	(+)

	Alkaloid 
	(+)

	Tanin và phenol 
	(+)

	Steroid 
	(-)


Ghi chú: ‘+’: dương tính và ‘-‘: âm tính. 
3.5 Hàm lượng phenolic và flavonoid của cao chiết lá cây Thầu dầu
Hàm lượng flavonoid tổng của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu được phân tích bằng phương pháp quang phổ và đường chuẩn y = 0,0054x + 0,0185 với hệ số R2 = 0,9992. Hàm lượng flavonoid tổng của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu đạt 50,34 mg quercetin/g cao chiết.
Hàm lượng phenolic tổng của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu được phân tích bằng phương pháp quang phổ và đường chuẩn y = 0,0049x + 0,0127 với hệ số R2 = 0,9985. Hàm lượng phenolic tổng của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu là 94,77 mg gallic acid/g cao chiết.
Thảo luận chung
Trong quá trình tạo cao chiết từ lá cây Thầu dầu, dung môi methanol được sử dụng cho quá trình ly trích, làm dung môi sẽ tạo một môi trường tối ưu cho việc ly trích, tăng sự tiếp xúc mẫu và dung môi, tăng hiệu suất trích ly và cuối cùng bảo quản mẫu khỏi các loại vi sinh vật 14. Trong khi đó, nếu sử dụng nước làm loại dung môi duy nhất để ly trích thì dẫn đến mẫu trích nhiễm nhiều tạp chất như các acid hữu cơ, đường và các loại protein tan trong nước ảnh hưởng tới quá trình định tính hay định lượng các hợp chất thiên nhiên. Ngoài ra, nếu sử dụng cồn tuyệt đối sẽ giảm hiệu suất chiết cao do ethanol khó thấm vào mẫu. 
Phân tích định tính cho thấy, cao chiết methanol lá cây Thầu dầu có sự hiện diện của các hợp chất có hoạt tính sinh học như saponin, favonoid, alkaloid, terpenoid,  tannin và phenol. Theo 15-16, đặc tính diệt nhuyễn thể của thực vật là do sự hiện diện của của các hợp chất có hoạt tính sinh học trong các bộ phận của chúng. Saponin là hợp chất diệt nhuyễn thể quan trọng giúp phá vỡ tính thấm của tế bào và các chức năng điều hòa thẩm thấu bằng cách tương tác với các sterol màng của tế bào 17. alkaloid và terpenoide chủ yếu hoạt động như chất ức chế acetylcholinesterase dẫn đến nhiễm độc thần kinh ở ốc 5,8.
Sự khác biệt về hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng giữa các các nồng độ thí nghiệm là do hàm lượng hoạt chất sinh học có trong cao chiết nhiều hay ít nên hiệu quả diệt nhuyễn thể cao hơn. Đồng thời, Niclosamide là thuốc diệt nhuyễn thể thương mại có tính chuyên dụng nên hiệu quả cao hơn khi sử dụng cao chiết methanol lá cây Thầu dầu do trong hỗn hợp cao chiết còn lẫn nhiều tạp chất. Kết quả nghiên cứu cho thấy, cao chiết methanol lá cây Thầu dầu có khả năng tiêu diệt nhuyễn thể bằng phương pháp ngầm và phương pháp mồi. Hiệu quả tiêu diệt nhuyễn thể cao chiết phụ thuộc vào nồng độ phụ thuộc vào nồng độ (Bảng 6). Tuy nhiên, hai phương pháp mồi và ngâm cho kết quả khác nhau, giá trị LC50 của phương pháp mồi thấp hơn so với phương pháp ngâm. Điều này cho thấy rằng, thực vật hiệu quả nhiễm bệnh khi sử dụng làm mồi nhử hơn là dạng ngâm 18.
Hiệu quả tiêu diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu có sự khác biệt giữa hai phương pháp đánh giá khi so sánh giá trị LC50 và LC90. Trong nghiên cứu hiện tại, hiệu quả diệt nhuyễn thể ốc bưu vàng của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu bằng phương pháp ngâm (LC50 = 264,31 ppm và LC90 = 891,68 ppm) cao hơn 1,80 lần và 1,76 lần so với phương pháp mồi (LC50 = 146,27 ppm và LC90 = 505,58 ppm).
Bảng 6. Giá trị LC50 và LC90 của cao chiết methanol lá cây Thầu dầu đối với nhuyễn thể ốc bưu vàng bằng phương pháp ngâm và phương pháp mồi.
	Phương pháp đánh giá
	Giá trị
	Giới hạn độ tin cậy
	Χ2(95% CL)
	Slope

	Phương pháp ngâm
	LC50 = 264,31 ppm
	161,57 3-413,74
	17,81
	2,42

	
	LC90 = 891,68 ppm
	539,04-2605,19
	
	

	Phương pháp mồi
	LC50 = 146,27 ppm
	118,43-178,28
	7,55
	2,37

	
	LC90 = 505,58 ppm
	383,55-754,52
	
	


Có nhiều nghiên cứu liên quan đến các khía cạnh độc tính và dược lý của cây Thầu dầu. Cây Thầu dầu không gây độc tính đối với các đông vật có vú 19,20. Bên cạnh đó, cây Thầu dầu còn có khả năng kháng oxy hóa và chống viêm do sự hiện diện của saponin, alkaloid và oleanolic aicd 21,22, diệt ấu trùng muỗi vằn 23, chống sự sinh sản quá nhanh của động vật và chất diệt tinh trùng 24,25. Gần đây, các nghiên cứu đánh giá cơ chế tiêu diệt nhuyễn thể từ thực vật đã được nghiên cứu và đánh giá. Dịch trích của Ginkgo biloba L. ức chế sự biểu hiện gen của bốn enzyme ty thể và gây ra rối loạn chức năng ty thể 26. Hơn nữa, Dịch trích của Nerium indicum làm giảm hoạt động enzyme Acetylcholinesterase và giảm hàm lượng glycogen 27. Bên cạnh đó, dịch trích của Sapindus mukorossi và Terminalia chebula ức chế hoạt động của enzyme Acetylcholinesterase, phosphatase acid và phosphatase kiềm trong mô thần kinh 28. Nói chung, phần lớn các cơ chế diệt nhuyễn thể của chất độc từ thực vật được xác định bởi các phân tích sinh hóa về hoạt động của enzyme, hàm lượng protein và glycogen dựa trên (i) Enzyme Acetylcholinesterase là một enzyme quan trọng trong nhuyễn thể và bị ảnh hưởng bởi các thành phần diệt khuẩn khác nhau của thực vật như acetogenin, azadirachtin; (ii) Phân tích hàm lượng glycogen để đo mức độ căng thẳng của các chất gây nhiễm và được sử dụng làm chỉ số về căng thẳng 29; (ii) Tổng hàm lượng protein trong mô có thể được sử dụng để xác định những thay đổi sinh lý của sinh vật 30. 
Trong phương pháp ngâm nước, tác dụng diệt nhuyễn thể chủ yếu là do ngộ độc tiếp xúc của các mô biểu mô ở vùng đầu-chân. Các nghiên cứu khác nhau báo cáo rằng nang noãn đóng lại, tăng tiết chất nhầy và rút vào vỏ trong quá trình ngâm 31. Những hành vi bảo vệ như vậy có thể ngăn chặn sự xâm nhập tự do của các hợp chất diệt khuẩn vào các khoang bên trong cơ thể. Trong khi đó, phương pháp mồi diệt nhuyễn thể dựa trên cơ chế hoạt động như chất độc cho dạ dày 32. Do đó tổn thương biểu mô dạ dày là cơ chế hoạt động chính 33-35. Sự gia tăng tính hiệu quả trong việc sử dụng phương pháp mồi diệt nhuyễn thể cũng có thể liên quan đến các yếu tố liên quan khác. Nếu ốc bưu vàng thèm ăn các hợp chất hoạt tính sinh học trong thức ăn, chúng có thể tích tụ trong ruột với nồng độ cao hơn ít nhất là tạm thời trước khi bài tiết. Khi nồng độ cục bộ tăng lên, thiệt hại chắc chắn được mong đợi. Mặt khác, dạ dày biểu mô cung cấp một khu vực tiếp xúc chất độc lớn hơn bề mặt cephalopodal. Phương pháp mồi cũng có thể tạo điều kiện cho các hợp chất phân tán đến các mô gan và các cơ quan quan trọng khác.
Phương pháp mồi trong đánh giá tiêu diệt nhuyễn thể có khả năng kiểm soát ốc dưới nước nên có thêm những ưu điểm. Phương pháp mồi ngăn chặn các hóa chất phát tán trực tiếp vào môi trường nước. Chất hấp dẫn trong mồi nhử những con ốc sên mục tiêu để chúng ăn chất diệt nhuyễn thể một cách chủ động. Mặt khác, vì mồi chỉ được áp dụng cho khu vực bị nhiễm ốc trong môi trường sống dưới nước, phương pháp mồi kinh tế hơn và nhắm mục tiêu cụ thể 36.
Bên cạnh khả năng diệt ốc bưu vàng từ cây Thầu dầu, cao chiết từ các cây dược liệu trong tự nhiên còn có khả năng tiêu diệt nhuyễn thể khác nhau. Cao chiết nước của cây cỏ xước có khả năng diệt nhuyễn thể ốc Biomphalaria pfeiferi với giá trị LC50 và LC90 lần lượt là 72,4 ppm và 96,5 ppm 33. Hơn nữa, cao chiết methanol cây cỏ xước có khả năng diệt nhuyễn thể ốc Biomphalaria pfeiferi khi sử dụng đánh giá dựa vào phương pháp mồi so với phương pháp ngâm thông thường. Kết quả nghiên cứu của 18 cho rằng, giá trị LC50 và LC90 của cao chiết cây cỏ xước với ốc Biomphalaria pfeiferi bằng phương pháp ngâm đạt lần lượt là 20,37 ppm và 46,84 ppm sau 24 giờ thử nghiệm. Trong khi đó, giá trị LC50 và LC90 của cao chiết cây cỏ xước với ốc Biomphalaria pfeiferi bằng phương pháp mồi đạt lần lượt là 3,10 ppm và 11,08 ppm. Giá trị LC50 và LC90 của phương pháp mồi thấp hơn 6,57 và 4,23 lần so với phương pháp ngâm. Điều này cho thấy, hiệu quả của phương pháp mồi tốt hơn so với phương pháp ngâm điều này được giải thích là do nếu sử dụng thuốc diệt nhuyễn thể với nồng độ cao hơn có thể làm thay đổi hương vị tự nhiên và chất lượng hấp dẫn của thức ăn cho ốc. Ốc có thể do dự khi ăn quá nhiều, do đó làm giảm độ ngon và hiệu quả của thuốc.
4. KẾT LUẬN 
Lá cây Thầu dầu có khả năng tiêu diệt nhuyễn thể, đặc biệt là ốc bưu vàng. Dịch trích methanol lá cây Thầu dầu có khả năng tiêu diệt nhuyễn thể với giá trị LC50 và LC90 lần lượt là 264,31 pm và 891,68 ppm (phương pháp ngâm); 146,27 ppm và 505,58 ppm (phương pháp mồi) sau 24 giờ thí nghiệm. Nghiên cứu đánh giá hiệu quả của sản phẩm dịch trích lá cây Thầu dầu trong điều kiện canh tác ngoài đồng ruộng cũng như nghiên cứu phân tách các hợp chất có hoạt tính sinh học.
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